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ABSTRAKT 
 
V této diplomové práci je ověřována možnost aplikace nepřímé fotometrické detekce 
pro chirální separace kyseliny mléčné a beta-hydroxymáselné kapilární elektroforézou. Jako 
chirální selektor je zkoušen vankomycin. Ověřila se jeho schopnost částečné separace 
kyseliny mléčné na enantiomery při použití kyseliny pikrové jako absorbující aniont 
v základním elektrolytu. Použita byla pokrytá kapilára. Aplikace nepřímé fotometrické 
detekce je úspěšná. Chirální separace kyseliny beta-hydroxymáselné nebyla úspěšná.  
Zaobírá se výběrem vhodných vizualizujících aniontů pro účely nepřímé fotometrické 
detekce. Jsou měřeny jejich elektroforetické a spektrofotometrické vlastnosti, pro zjištění 
kompatibility použití v kapilární elektroforéze ve spojení s nepřímou fotometrickou detekcí. 
Ze změřených údajů byly vytipovány nejvhodnější vizualizující anionty pro další 
experimenty. Dle zjištěných a měřených vlastností se ukazují být nejvhodnější eosin 
rozpustný v alkoholu a bromfenolová modř. 
 
ABSTRACT 
 
In this diploma work is check possibility application indirect photometric detection for 
enantiomers separation  lactic acids and beta-hydroxybutyric acid with capillary 
electrophoresis. As chiral selector is used vankomycin. Verifyed his ability partial separation 
lactic acid on antipode with using picric acid as vizualition anion in background electrolyte. 
Used was coated capillary. Application indirect photometric detection succeed. Chiral 
separation beta-hydroxybutyric acid wasn't successful.  
Hip roll by selection fit vizualization anions for purposes indirect photometric detection. 
Are measured their electrophoretic and spectrophotometric characteristics, for inquest 
compatibility use in capillary electrophoresis in relation to indirect photometric detection. 
From timed datums were to be you - nap optimal vizualizatin anions for others 
experimentation. According to ascertained and measured feature reflect be optimal eosine 
soluble in alcohol and bromophenol blue. 
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1 ÚVOD 
Mlékárenský průmysl je jedno z velmi podstatných odvětví potravinářství. Zároveň je 
jedno z nejrizikovějších. Proto je silně podrobováno rozmanitým zkouškám od prvních fází 
výroby až po konečný produkt. Podléhá řadě kontrol, obzvláště z hlediska fyzikálních,  
chemických a především mikrobiologických. Právě poslední zmiňované mikrobiologické 
parametry bývají nejrizikovější, protože mohou ohrozit celou  výrobu a v konečném důsledku 
i lidské zdraví. Riziko vyplývá z důvodu zákeřnosti mikroorganismů, pro nesnadné přímé a 
časově náročné rozpoznání. Mezi výsledky kontrol a zpracováním testovaného produktu 
vzniká relativně dlouhá prodleva, kdy už může dojít ke zpracování na konečný výrobek a 
při zjištění mikrobiologické kontaminace tím dochází ke znehodnocení minimálně celé šarže 
výrobku, která v horším případě musí být stahována z oběhu a vznikají tím pro podnik 
zbytečné ztráty. Proto se vedle klasických kultivačních zkoušek uplatňují čím dál více 
instrumentální metody na stanovení metabolických produktů, nebo sledovaných 
mikroorganismů, jako primární rychlá indikace jejich přítomnosti. Potřeba těchto stanovení 
dala i vznik celému vědnímu oboru chemotaxonomie, zabývající se stanovováním a 
zařazováním mikroorganismů pomocí metod instrumentální analýzy
1
. Kromě rychlosti analýz 
mnohé metody umožňují i automatizaci a šetření lidskými zdroji. 
Kyseliny mléčná a β-hydroxy máslená a jejich enantiomery jsou brány i pro hodnocení 
kvality mléka a mléčných výrobků a jako jeden z faktorů rozhodující o druhu zpracování a 
použitelnosti mlékárenských výrobků  Potřeby chirálního rozlišení těchto kyselin vyvolalo i 
zjištění že jedna forma stereoizomeru je v lidském organismu snadno odbouratelná, druhá 
však může mít negativní důsledky. Nynější metody stanovení enantiomerů kyseliny mléčné 
vyžadují buď časově náročné kultivační zkoušky, nebo složitější přístrojové vybavení, 
doprovázeného často nízkou selektivitou separací. Tato práce by měla prozkoumat možnost 
novější a snadnější analýzy těchto kyselin. 
Dosavadní spojení chirálních separací s bezkontaktní vodivostní detekcí nebo přímou UV-
VIS detekcí je již známo. V dostupné literatuře však není zmínka o spojení nepřímé 
fotometrické detekce ve spojení s chirálními analýzami. Jde o nový směr, mající své výhody 
v jednoduchostí provedení. Jelikož UV-VIS detekce je dostupnou, cenově přijatelnou a praxí 
odzkoušenou variantou detekce, výhoda nepřímé detekce spočívá mimo jiné ve využití 
stejného přístrojového vybavení. Pro laboratoře tak není nutné pořizovat další detektory. Stačí 
jen promyšlená změna a zkombinování snadno dostupných a ve většině případů i laboratořemi 
používaných látek a přístrojů. 
Úkolem této práce je posoudit zda nepřímá fotometrická detekce je vhodná pro chirální 
analýzy vybraných karboxylových kyselin. Měly by být posouzeny a ověřeny vybrané 
chirální selektory z hlediska jejich kombinace s nepřímou fotometrickou detekci. Dalším 
úkolem je provést výběr dostupných látek použitelných jako anionty pro nepřímou 
fotometrickou detekci alifatických karboxylových kyselin a stanovit jejich fotometrické 
a elektroforetické charakteristiky a dle výsledků rozhodnout o jejich vhodnosti. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kyselina mléčná a β-hydroxymáselná v mléčných výrobcích 
Typickým zástupcem metabolických produktů, vhodných pro potřebné a rychlé stanovení 
velmi významných mikroorganismů v mlékárenství jsou kyseliny mléčná a β-
hydroxymáselná. Jejich výskyt je často sledován i v jiných, potravinářských odvětvích, 
např. pro hodnocení kvality vajec a vaječné melanže (dle legislativy EU). 
2.1.1 Význam kyseliny mléčné 
Kyselina mléčná má v mlékárenství dva zásadní významy. První pozitivní význam je její 
výskyt jako produkt tzv. mléčného kvašení, kdy je přirozenou součástí výroby. To se 
uplatňuje zejména při výrobě kysaných mléčných výrobků a sýrů. Při výrobě jogurtů se jako 
zakvášecí kultura, tzv. zákys, používají čisté mlékařské kultury produkující tuto kyselinu. 
Obdobné mlékařské kultury se  užívají i v procesu sýření (srážení mléka), kdy se kyselinou 
mléčnou, vytvořenou mléčnou fermentací laktózy, zpracovává mléko pro přípravu kyselých a 
čerstvých sýrů. Stejné mikrobiologické kultury jako pro srážení mléka, se používají i 
pro zrání sýrů. Kyselina mléčná je ukazatelem tzv. kyselosti sýra, která se stanovuje 
k posouzení jeho kvality
2
. Mimo jiné má význam i při konzervaci mléka a jiných potravin, 
protože zajišťováním kyselého prostředí zabraňuje rozvoji hnilobných bakterií. 
Druhý, naopak negativní význam, je výskyt kyseliny mléčné jako ukazatele nežádoucího 
procesu stárnutí a kažení potravin. V tomto smyslu se používá jako indikace mikrobiálního 
znečištění. 
Kyselina mléčná (jako forma laktátu), je produkována řadou sacharolytických 
mikroorganismů, v důsledku katabolických procesů. Tyto procesy jsou využívány za účelem 
získání energie, pro procesy spojené s životem mikrobů. Základním katabolickým dějem je 
glykolýza, jejímž výsledkem je anaerobní zpracování cukrů na kyselinu pyrohroznovou, 
v organismech se vyskytující ve formě pyruvátu (sůl k.pyrohroznové). U tzv. 
homofermentativních bakterií (např. u rodů Streptococcus a Lactococcus a u některých 
laktobacilů) je pyruvát vzniklý glykolýzou redukován za součinnosti redukovaného kofaktoru 
v laktát, tj. anion mléčné kyseliny, Tato redukce je znázorněna na Obr. 1. U těchto rodů je 
laktát jediným produktem. Ještě existují tzv. heterofermentativní mléčné bakterie, které 
zpracovávají cukry složitějším způsobem a výsledkem je kromě produkce kyseliny mléčné 
ještě ethanol a oxid uhličitý. Těmto kmenům se snaží mlékárenství vyvarovat, právě z důvodů 
různorodosti produkovaných metabolitů a jsou nazývány jako kontaminující mikroflóra.  
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Obr. 1: Schéma přeměny pyruvátu na laktát.3 
. 
 
Pyruvát může být utilizován v laktát za anaerobních podmínek různými mikroorganismy 
odlišným způsobem. Laktát tak může být ukazatelem výskytu celé řady ostatních 
mikroorganismů, které by se dle druhu technologie výroby neměly vyskytovat. Při výrobách, 
kde nemá probíhat mléčná fermentace, přítomnost laktátu poukazuje na mikrobiální 
znečištění. Schéma rozkladu pyruvátu u různých mikroorganismů zobrazuje Obr. 2. 
 
Obr. 2: Schéma různého rozkladu pyruvátu různými mikroorganismy4. 
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Kyselina mléčná má jedno chirální centrum, proto vytváří 2 optické izomery. Odlišení, zda 
mikroorganismy zpracují substrát na D(-), nebo L(+) formu kyseliny mléčné napomáhá 
určování čistoty používaných mlékařských kultur. Velký význam má odlišení u rodu 
Leuconostoc (čeleď Streptococcaceae). Tento rod obsahuje heterofermentativní grampozitivní 
koky v párech a řetízkách (laktobacily). Fermentuje glukózu za tvorby D(-)-kyseliny mléčné, 
oxidu uhličitého a ethanolu. Naproti tomu mléčné streptokoky představovány rodem 
Lactococcus, tvoří kyselinu L(+)-mléčnou, ethanol a netvoří oxid uhličitý. I když rody 
Leuconostoc v mléku příliš dobře nerostou, přesto se mohou vyskytnout jako složka 
mezofilních mléčných zákysů, tvořící významné aromatickou složku biacetyl. Stanovení 
izomerů kyseliny mléčné produkované tímto rodem tedy může předpovídat rozvoj 
aromatických vlastností a včasnou identifikaci žádoucího nebo nežádoucího výskytu tohoto 
rodu (dle druhu zpracování mléka).Snadnější a rychlejší rozlišen laktobacilů a streptokoků, 
než testování aktivně rostoucích kultur, poskytuje rozeznávání dle konfigurace kyseliny 
mléčné5. 
Další význam je exidačně-disimilační funkce laktátu. Laktát jako konečný produkt 
mléčného kysání, může být za aerobních podmínek dále metabolizován na octan a oxid 
uhličitý. Tyto oxidace jsou katalyzovány oxidázami a peroxidázami obsahující flavin, jako i 
NAD-dependentními dehydrogenázami. Tyto oxidační systémy mohou metabolizovat 
u některých bakterií laktát a jsou zodpovědné za nízký redoxní potenciál fermentovaných 
mléčných produktů. V závislosti od stereospecifity laktát-dehydrogenázy tvoří bakterie 
mléčného kvašení levotočivou D(-) kyselinu mléčnou, která je v lidském organismu hůře 
odbouratelná, nebo pravotočivou L(+) kyselinu mléčnou, která je odbouratelná snadněji. 
L(+)-kyselina mléčná se mimo jiné tvoří i v organismu člověka jako fyziologický 
meziprodukt přeměny látek. Na toxický účinek většího množství D(-)-kyseliny mléčné 
u dojnic, upozornili  veterináři, když dojnice konzumovali nadměrné množství lehce 
odbouratelných sacharidů. Doporučení WHO z roku 1974 navrhuje aby kojenci (děti 
do jednoho roku) nebyli krmené fermentovanými mléky s obsahem D(-) a DL-kyseliny 
mléčné, což jsou další důvody stanovování a rozlišování izomerů této kyseliny v mléce.  
Některé bakterie mléčného kvašení produkují až 100% L(+)-kyseliny mléčné. Jde zejména 
o druhy rodu Lactococcus, Streptococcus a Bifidobacterium. Jiné produkují až 100% D(-)-
kyseliny mléčné, jako např. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a druhy rodu 
Leuconostoc. Případně některé bakterie produkují oba dva stereoizomery – DL-kyselinu 
mléčnou. Toho jsou schopni například Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus helveticus. 
Tvorba izomerů kyseliny mléčné závisí i od účasti ostatních bakterií ve fermentovaném 
substrátě, od kultivační teploty, pH prostředí, času inkubace a skladovací teploty5. Proto 
určení chirální formy kyseliny může podat významný obraz o průběhu výroby a skladovacích 
podmínek mléčných produktů. 
Pokud by se měl posoudit význam této kyseliny konkrétně u výroby fermentovaného 
mléčného výrobku – výroby jogurtů, stanovení izomerů podává obraz o kvalitě připravených 
výrobků. Při výrobě jogurtů přirozenou cestou, tedy přirozeným procesem fermentace, se 
za účelem fermentace přidávají před kvašením do základu jogurtu živé bakterie L-
lactobacillus acidophilus. Z cukru obsaženého v mléce se anaerobním kvašením pomocí 
těchto bakterií vyrábí L(-)-mléčná kyselina, lehce stravitelná pro organismus. Čisté bakterie 
L-lactobacilu se však získávají obtížně a vždy je v kulturách obsaženo i malé množství D-
laktobacilu, produkující D(-)-mléčnou kyselinu (hůře zpracovávaná organismem). Kvalitní 
jogurty by tedy měly obsahovat pouze zanedbatelné množství D(-)-mléčné kyseliny. 
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Předchozí odstavce dokládají opodstatněnost a velký význam kyseliny mléčné 
v mlékarenství a nutnost jejího rychlého stanovení včetně určení chirálních izomerů rychlou a 
snadnou technikou. Tou se ukázala být kapilární elektroforéza. 
2.1.2 Význam. kyseliny β-hydroxymáselné 
Sledování a význam této kyseliny není v potravinářství a mlékárenském průmyslu tak 
rozvinuto jako u kyseliny mléčné, ale má také svá opodstatnění. I když se častěji nechá dočíst 
o kyselině máselné, je třeba si uvědomit že kys. β-hydroxymáselná je jejím prekurzorem. 
Za normálních okolností se vyskytuje v bachoru přežvýkavců, jako součást tzv. bachorové 
mikroflóry 
Výskyt této kyseliny má negativní charakter. Značí nežádoucí mikrobiální kontaminaci 
mléka, či už přímo hnilobný rozklad Na produkci této kyseliny se podílí zejména rozsáhlý 
anaerobní rod Clostridium. Ten fermentuje sacharidy za vzniku kyseliny máselné, octové, 
oxidu uhličitého, vodíku a různého množství alkoholů a acetonu. Zvláště sacharolytické 
klostrídie (Clostridium butyricum, C.felsineum, C.pasteurianum, C.tyrobutyricum, 
C.perfrigens a jiné) tvoří velké množství plynů (oxid uhličitý a vodík) a kromě kyseliny 
octové i zapáchající kyselinu máselnou. Pro identifikaci jednotlivých druhů se používá, kromě 
biochemických metod i plynochromatografických analýz prchavých mastných kyselin (jako 
např. máslová, izo-máslová, octová a pod.)5. Rychlejší a snadnější analýzy by mohlo 
poskytnout stanovení pomocí kapilární elektroforézy, kde by chirálními separacemi 
enantiomerů kyseliny β-hydroxymáselné mohly být i přesně určeny vyskytující se druhy.  
K rozvoji klostridíí a hnilobnému rozkladu mléka je za normálních okolností bráněno 
kyselým prostředím (zajišťované kyselinou mléčnou, produkovanou bakteriemi mléčného 
kvašení). Přítomnost kyseliny β-hydroxymáselné tedy může značit ztrátu přirozené ochrany 
mléka proti kažení, nepřítomnost mléčných fermentačních bakterií  a tím i jeho nevhodnost 
pro zpracování. Je základním ukazatelem nevhodnosti mléka pro výrobu sýrů. Její přítomnost 
prokazuje i například nedostatečnou životaschopnost bakterií Lactococcus lactis,používaného 
na inhibici klíčení spor klostridií u tavených sýrů5. 
Kyselina β-hydroxymáselná vzniká zvláštním typem metabolismu. Pyruvát vzniklý 
glykolýzou je oxidačně dekarboxylován za součinnosti koenzymu A. Tuto reakci katalyzuje 
oxidoreduktáza, jejímž kofaktorem je ferredoxin, který svým nízkým redoxním potenciálem 
umožňuje tvorbu plynného vodíku. Kondenzací dvou acetylkoenzymů A řadou redukcí, 
dekarboxylací a dalších reakcí vznikají tyto metabolické produkty : butyrát (tj. anion kyseliny 
máselné), butanol, aceton, 2-propanol, β-hydroxymáselná kyselina a malé množství octové 
kyseliny. Metabolické dráhy jsou zobrazeny na Obr. 3. 
Máselná kyselina, jakožto konečný produkt zpracování β-hydroxybutyrátu, je nepříjemně a 
pronikavě páchnoucí kapalina a proto jsou klostridia velmi obávanou kontaminací v sýrařství, 
kde mohou navíc silnou tvorbou plynu (tj. oxidu uhličitého a vodíku) způsobovat nežádoucí 
duření sýrů. Některých druhů klostridíí (Cl. butyricum a acetobutylicum), se však požívá i 
pro průmyslovou výrobu kyseliny máselné, používané ve voňavkářství, k přípravě vonných 
esterů.  
Kapilární elektroforéza a chirální určení enantiomeru kyseliny β-hydroxymáselné může 
napomoci přesnému určení druhu klostridíí a včasné odhalení možnosti duření sýra. Jako 
jednoduchá technika může sloužit pro určení vhodnosti mléka pro výrobu sýrů. 
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Obr. 3: Metabolismus glukózy u rodu klostridium4. 
 
2.2 Charakterizace kyseliny mléčné a β-hydroxymáselné 
Tyto alifatické karboxylové hydroxykyseliny patří mezi středně silné kyseliny. Mají ve své 
molekule chirální uhlík (též asymetrický uhlík), takže vykazují optickou aktivitu. Vyskytují se 
ve dvou stereoizomerech – tzv. enantiomerech. Literatura uvádí a mezinárodní dohody (např. 
IUPAC apod.) dovolují několik forem zápisu a značení těchto enantiomerů. Starší názvosloví 
se řídí odvozováním názvu na základě podobnosti s D- nebo L-glyceraldehydem. Nověji 
se používá Cahn-Ingold-Prelogova projekce, popisující absolutní konfiguraci molekuly a 
užívá symboliku písmen pro jednotlivé izomery R a S. Směs obou izomerů v poměru 1:1 
se nazývá racemát a značí se obvykle DL, (±), nebo RS. Oba enantiomery mají stejné 
vlastnosti kromě schopnosti stáčet polarizované světlo6. Obě kyseliny nejlépe absorbují 
při vlnové délce kolem 210 nm7. 
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2.2.1 Charakterizace kyseliny mléčné  
Kyselina mléčná (2-hydroxypropanová) se vyskytuje ve dvou enantiomerních formách: 
    
D(-)-kyselina mléčná (S forma)8      L(+)-kyselina mléčná (R forma)8 
 
D- a L- název neříká nic o optické rotaci v polarizovaném světle. (+) se označuje  
pravotočivá kys. mléčná a (-) levotočivá kys. mléčná. Označení D(-)-kyselina mléčná tedy  
znamená že má konfiguraci podobnou D-glyceraldehydu a je levotočivá. L(+)-kyselina 
mléčná je analogicky pravotočivá. DL-kys. mléčná je racemická (směs D a L formy 1:1), ale 
její konfigurace je neznámá. Soli kyseliny D(-)-kys. mléčné otáčejí rovinu polarizovaného 
světla doprava, opačně než samotná kyselina5  
Kyselina mléčná je kysele chutnající, lehce rozpustná, tvořící bezbarvé krystaly. Vybrané 
charakteristiky kyseliny mléčné udává Tab.1. 
 
Tab. 1: Vybrané fyzikálně chemické vlastnosti kyseliny mléčné 
Hustota
7
 1,209 g.cm-3 
Teplota varu
7
 122 °C při 20 hPa 
Teplota tání
7
 53 °C 
Disociační konstanta
9
: 3,854 
Efejtivní elektroforetická mobilita9 -35,8  10-9m2V-1s-1 
Molekulová hmotnost
t7
 90,08 g.mol-1 
2.2.2 Charakterizace kyseliny β-hydroxymáselné 
Kyselina β-hydroxymáselná (3-hydroxybutanová) je také poměrně dobře rozpustná 
ve vodě i jiných rozpouštědlech (organických). Její vybrané vlastnosti shrnuje Tab 2.  
Dvě enantiomerní formy kyseliny β-hydroxymáselné : 
  
R-3-hydroxymáselná kyselina8          S-3-hydroxymáselná kyselina8 
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Tab. 2: Vybrané fyzikálně chemické vlastnosti kyseliny β-hydroxymáselné 
Hustota
7
 1,126 g.cm-3 
Teplota varu
7
 118-120 °C při 20 hPa 
Teplota tání
7
 53 °C 
Disociační konstanta
10
: 4,519 
Efektivní elektroforetická mobilita
10
 -34,3 
Molekulová hmotnost
7
 104,11 g.mol-1 
2.3 Kapilární zónová elektroforéza 
Kapilární zónová elektroforéza, někdy označována jako kapilární elektroforéza ve volném 
roztoku, je separační technika založená na rozdílech v náboji analytu a provádí se jako volná 
elektroforéza bez nosiče v tenké kapiláře11. 
Elektroforéza spočívá v migraci elektricky nabitých částic, vlivem vnějšího elektrického 
pole (nabité částice se pohybují k opačně nabité elektrodě). Toto pole je vytvářeno vložením 
stejnosměrného konstantního napětí mezi elektrody, které jsou umístěny v oddělených 
nádobách s elektrolytem. Zde jsou ponořeny i konce kapilár. Po vložení napětí se ionty 
začnou separovat na základě různé rychlosti migrace, závisející na poměru jejich hmotnosti a 
náboje. Separace probíhá v prostředí elektrolytu nacházejícího se v křemenné kapiláře. 
Kapiláry se nejčastěji používají z taveného křemene, z důvodu jejich transparentnosti, 
pro UV-VIS záření. Kapiláry mají relativně malý povrch a jsou umístěny v temperovaném 
prostředí, pro dobrý odvod tepla a udržení stabilních teplotních podmínek, Kapilára prochází 
přes detektor (např. fotometrický, vodivostní) a záznam odezvy detektoru na čase se nazývá 
elektroforeogram. Z něj se mimo jiné nechají určit charakteristiky separací jako je účinnost 
separace. K vyjádření účinnosti s jakou se od sebe separují dvě složky se používá veličina 
rozlišení (Rs), která je závislá na migračních časech a šířkách píků. Čím vyšší má hodnotu, 
tím lepší je separace (zóny analytu jsou od sebe více odlišené). Např. se udává, že při hodnotě 
rozlišení 1, nastává separace z 95% a při hodnotě 1,5 nastává z 99,7 %11.   
Elektroforézu může doprovázet jev elektroosmóza. Ta, stručně řečeno, má za následek 
pohyb roztoku nepokrytou kapilárou, v důsledku pohybu iontů vody k záporné elektrodě. 
Unášeny jsou i částice migrující opačným směrem. Ovlivňuje tak analytické časy. 
Elektroosmózu lze eliminovat pokrytím vnitřního povrchu kapiláry vhodnými látkami, např. 
polyakrylamidem.  
Jak bylo řečeno částice se separují na základě velikosti náboje a jeho polarity. Z toho plyne 
že různé nabité částice se separují i navzájem mezi sebou a neutrální látky se neseparují (jsou 
pouze unášeny roztokem v kapiláře). Jako míra pohyblivosti se udává veličina – 
elektroforetická mobilita (pohyblivost), která vyjadřuje rychlost pohybu částice oproti roztoku 
v jednotkovém elektrickém poli. Menší částice s větším nábojem, se pohybují rychleji než 
větší molekuly s menším nábojem. Pokud se jedná o pohyblivost iontů zcela disociovaných, 
neinteragujících s dalšími složkami, mluví se o mobilitě iontové, µ. V roztocích slabých 
elektrolytů mohou být vedle disociované formy ještě nedisociované molekuly. Mezi těmito 
složkami se ustanovují rovnováhy a mluví se pak o mobilitě efektivní, µeff. Obě tyto molekuly 
se počítají z mobility zdánlivé, µapp tedy té která byla přímo vypočítána z migračního času 
analytu. Ta je ovlivněna v nepokrytých kapilárách mobilitou elektroosmotického toku, µeof , 
proto je třeba s ní počítat při výpočtech iontové nebo efektivní mobility12. Celková rychlost 
pohybu částic je dána součtem rychlostí elektroosmotického toku a elektroforetické rychlosti 
částice. 
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2.4 Chirální separace 
Separace obecně, slouží pro izolaci složek, které se mají identifikovat, nebo stanovit. 
Nejvýhodnější je, když toto odlišení je dovoleno dostatečně selektivní měřící metodou, např. 
absorpční spektroskopií, kdy selektivitu do určité míry zajišťuje volba vlnové délky, při které 
se měří absorbance. Tímto způsobem je provedena separace analytu od pozadí (šumu). Přesto 
však tyto analýzy, které vystačí s touto pomyslnou separací nestačí. To nastává například 
v případech, kdy se složky matrice jen velmi málo odlišují strukturou. U těchto analýz musí 
dojít ke skutečné separaci analytů, před jejich detekcí. Separace v elektroforéze, vyžaduje 
dělení látek v prostoru jedné fáze na základě různých migračních rychlostí. Pro navržení a 
optimalizaci separace je nutné ji umět kvantitativně a termodynamicky popsat, avšak ani 
to nezaručí vždy její dobrý výsledek13. 
Mimořádně účinným nástrojem selektivity při elektroforetických separacích je tvorba 
kineticky labilních komplexů. To může sloužit i k separaci enantiomerů, které se navzájem 
liší prostorovou strukturou (což se často označuje pojmem chirální separace). Separace tohoto 
typu, nevyžaduje chemickou změnu analytů. Někdy se nazývají jako přímé chirální separace. 
S výjimkou jediné vlastnosti – otáčení polarizovaného světla, mají enantiomery všechny 
ostatní vlastnosti totožné (včetně elektroforetických mobilit). Pro přímé chirální separace 
analytů se do základního elektrolytu přidává ve vhodné koncentraci sloučenina nazvaná 
chirální selektor. Chirální analyty i jejich komplexy s chirálním selektorem mají při přímých 
chirálních separacích stejnou mobilitu, velikost a v solvatovaném stavu i tvar. Jediný parametr 
umožňující separaci enantiomerů je rozdílná stabilita komplexů enantiomerů s chirálním 
selektorem. Ta je důsledkem různě silné, prostorově orientované interakce chirálních analytů 
se selektorem. Taková orientace se dnes vysvětluje modelem tříbodové interakce podle 
Daglieshe. Vazebné místo v chirálním selektoru je tvořeno třemi vazebnými body s pevným 
prostorovým uspořádáním. Podmínkou chirálního rozlišení je aby pouze jedna z forem 
enantiomeru se mohla účastnit všech tří interakcí. Druhá forma pak ze sterických důvodů 
nemůže vstoupit do všch tří interakcí. Výsledkem je rozdílná stabilita komplexů enantiomerů 
s chirálním selektorem.  Oba komplexy tak mají odlišné konstanty stability. Na chirálním 
rozlišení se může podílet jakákoliv vazebná interakce. Nejsilnější je coulombická (jak 
přitažlivá tak odpudivá). Praktické zkušenosti ukazují, že čím složitější je molekula, tím snáze 
s větší selektivitou lze obvykle chirálního rozlišení dosáhnout. Nejtěžší bývají chirální 
separace nejjednodušších molekul, protože každá funkční nebo strukturní skupina je totiž 
potencionální interakční skupinou14.  
Základním problémem je nalézt selektor, schopný dělit analyzované racemáty. Až po jeho 
nalezení se uvažuje o úpravě podmínek separace tak, aby selektivita dělení byla maximální. 
Kriteria, pravidla ani návody pro výběr selektoru, který zaručí rozdělení dosud 
neseparovaných racemátů neexistují. V analytické chemii je tedy jediná možnost a to metoda 
pokusu a omylu. Určitým vodítkem bez záruky, mohou být publikované separace sloučenin 
obdobné struktury nebo podobnými skupinami28.  
Zvláště zajímavé jsou chirální separace ve spojení s kapilární elektroforézou, jakožto 
metodou vhodnou i pro biologické a biochemické účely. Zde mají chirální separace velký 
význam. Ve spojitosti s technikou CZE jsou zkoumány intenzivně přibližně od  roku 198015. 
Kapilární elektroforéza umožňuje používat velmi širokou škálu chirálních selektorů, 
v kombinaci s různými technikami detekce, při jejich velmi nízké spotřebě25. 
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2.5 Současný stav metod chirálních separací obou kyselin kapilární 
elektroforézou 
Kyselina mléčná  
Nejběžnější detekční technikou v elektroforéze je přímá fotometrie. Aplikace přímé 
fotometrické detekce pro karboxylové kyseliny vyžaduje práce při vlnových délkách v oblasti 
200–230 nm. Při tom základní elektrolyt, musí být opticky transparentní. Z požadavků 
optické transparentnosti plyne, že použitelným typem chirálního selektoru jsou cyklodextriny. 
První studie vzaly tedy nejpoužívanější chirální selektory – cyklodextriny a prováděly 
separace kyseliny mléčné kapilární elektroforézou ve spojení s přímou fotometrickou detekcí. 
Provedení a podmínky separací  uvádí následující přehled.  
 
Kodama, et al. (2000)16, použili jako chirální selektor 2-hydroxypropyl-β-cyklodextrin 
(240 mM). Základní elektrolyt tvořil 90 mM fosfátový pufr, nastavený na pH 6. Vložené 
separační napětí na kapiláry bylo -30 kV. Kapilára byla termostatována na 16 °C.  Separace 
byla provedena v polyvinylalkoholem pokryté kapiláře (celková délka 50 cm, separační 
neuvedena). Detekce probíhala přímou spektrofotometrickou detekcí pří 200 nm. Při tomto 
pH základního elektrolytu bylo prokázáno nejlepší rozlišení, zón jednotlivých enantomerů 
(Rs = 1). Metoda byla aplikována na stanovení kyseliny mléčné v jogurtech, vínech, pivu a 
dalších. 
Saavedra, Barbas (2002)17, uvádějí optimální podmínky pro separaci kyseliny mléčné při 
použití základního elektrolytu 200 mM fosfátového pufru, nastaveného na pH 6, s přidaným 
chirálním selektorem 2-hydroxypropyl-β-cyklodextrinem (413 mM). Separační napětí bylo  
-20 kV. Kapilára byla temperována na 20 °C. Kapilára byla pokryta polyakrylamidem 
(celková délka 57 cm, separační délka neuvedena). Detekce byla provedena přímou 
fotometrickou detekcí při 200 nm. Při těchto podmínkách bylo dosaženo nejlepšího rozlišení 
zón analytů (Rs = 1,5). 
Tan, et. al. (2005)18, využili základní elektrolyt obsahující 150 mM fosfátový pufr, 
nastavený pomocí Tris na pH 7,0. Jako chirální selektor byl použit 220 mM 2-hydroxypropyl-
β-cyklodextrin. Jako marker elektroosmózy obsahoval 0,2 mM tetradecyltrimethylamonium 
bromid (TTAB). Doby analýz trvaly 42 minut, při separačním napětí -25 kV. Detekce 
probíhala pomocí detektoru diodového pole při 195 nm. Kapilára nepokrytá (celkové délky 
63 cm a separační 55 cm) byla temperována na 18 °C. Rozlišní zón za těchto podmínek (Rs) 
dosahovalo hodnot okolo 1,25. 
 
Z dosavadních publikací plyne, že selektivita za výše zmíněných podmínek separací je 
nedostatečná, tzn. je nutno zkusit jiné typy chirálních selektorů.  
V publikaci s přehledem chirálních selektorů (Blanco, Valverde, 2003)19, lze nalézt další 
možné chirální selektory určených pro anionty karboxylových hydroxykyselin :  
substituovaný kationtový cyklodextrin,  ligand-výměnné komplexy a makrocyklická 
glykopeptidová antibiotika.  
Velmi účinným typem chirálních selektorů pro aniontové sloučeniny jsou makrocyklická 
antibiotika, zejména glykopeptidové makrocyklické antibiotikum vankomycin. Ten však 
absorbuje UV záření až do 300 nm (dle publikovaného spektra20). To ale vylučuje možnost 
využít přímou fotometrickou detekci jako techniku pro stanovení těchto karboxylových 
kyselin. Možnou alternativou detekce je bezkontaktní vodivostní detekce. Pro ní je schopnost 
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absorpce světla v základním elektrolytem nepodstatná a detekce probíhá na základně měření 
vodivosti. 
Maier a kol. (2007)21, úspěšně vyvinuli metodu chirální separace kyseliny mléčné s 
využitím techniky částečného plnění kapiláry elektrolytem obsahující chirální selektor. 
Pro detekci sloužila bezkontaktní vodivostní detekce. Jako chirální selektor byl použit 
vankomycin. chlorid (10 mM). Základní elektrolyt tvořil 5 mM oxalát nastavený L-histidinem 
na pH 4,5. Použita byla polyakrylamidem pokrytá křemenná kapilára (celková délka 48 cm, 
separační délka 33 cm), termostatována na 25 °C. Separační napětí bylo -20 kV. Byla 
studována možnost elektrokinetického částečného plnění kapiláry roztokem vankomycinu, 
která poskytla nižší detekční limity pro stanovení D,L-mléčné kyseliny a výrazně lepší 
stabilitu základní linie oproti běžně užívané technice hydrodynamického částečného plnění. 
Separace D- a L-enantiomerů kyseliny mléčné jako modelového analytu s karboxylovou 
skupinou bylo prezentovaným způsobem dosaženo do 5 minut. V tomto optimálním případě 
se dosahovalo rozlišení Rs až 2,6, což je téměř dvounásobek předem popsaných separacích s 
cyklodextriny. Vyvinutá metoda chirální separace D,L-mléčné kyseliny byla aplikována 
na stanovení enantiomerů mléčné kyseliny ve vzorku jogurtu. Ověřila se schopnost 
vankomycinu, jako chirálního selektoru, velmi dobře separovat enantiomery kyseliny mléčné. 
 
Analýza tímto způsobem je možná, ale vyžaduje zařízení pro bezkontaktní vodivostní 
detekci. Jejich pokus ukázal že dělení probíhá s velmi vysokou selektivitou a rozlišením zón, 
jak je vidno z Obr. 4. Zařízení pro vodivostní detekci však nebylo možno použít, pro jeho 
nedostupnost. Možnou fotometrickou alternativou, pro detekci slabě absorbujících analytů je 
nepřímá fotometrická detekce. Kombinace nepřímé fotometrické detekce a vankomycinu jako 
chirálního selektoru dosud není v literatuře popsána. Proto byla v rámci této diplomové práce 
tato kombinace ověřena. 
 
Obr. 4: Publikovaný elektroforeogram chirální separace21 DL-kyseliny mléčné (1.10-4 M), 
po elektrokinetickém částečném plnění kapiláry základním elektrolytem po detekční celu 
vodivostního detektoru. Základní elektrolyt : 5 mM oxalát, nastavený L-histidinem na pH 4,5 
s 10 mM vankomycin chloridem. Separační napětí -20 kV. Hydrodynamický nástřik vzorku 20 
mbar/5s. 
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Kyselina β-hydroxymáselná 
O chirálním stanovení kyseliny β-hydroxymáselné nebyla v dostupné literatuře nalezena 
žádná zmínka. Bude tedy předpokládáno, že vzhledem k její obdobné struktuře a stejným 
funkčním skupinám by se mohla chirálně separovat za stejných podmínek jako kyselina 
mléčná. 
2.6 Nepřímá fotometrická detekce 
Nepřímá fotometrická UV-VIS detekce, je jednou z variant detekce v CZE. Většina 
komerčně dodávaných přístrojů má zabudovaný UV-VIS detektor, případně detektor 
diodového pole. 
Klasická přímá UV-VIS detekce využívá schopnosti molekul, obsahující ve své struktuře 
tzv. chromofor (část molekuly absorbující záření) absorbovat záření určité vlnové délky. 
Úměrně koncentraci detekovaného analytu stoupá absorbance a lze ji tak využít 
pro kvantitativní stanovení (po kalibraci). Lze ji aplikovat na koncentrace analytu až v oblasti 
10 5 – 10-8 M22. 
Některé látky však nemají vhodné chromofory, a nebo neabsorbují záření v UV-VIS 
oblasti. Tyto látky je možné stanovit s užitím tzv. nepřímé detekce. Pro tuto detekční metodu 
se užívá vhodný iont obsahující chromofor (např. ftalát, chromát), tvořící silně absorpční 
prostředí základního elektrolytu. Když neabsorbující část (analyt) přijde do detektoru, způsobí 
pokles koncentrace (a tím i absorbance) základního elektrolytu a zobrazí se negativní pík 
směřující pod základní linií absorbance. Tento negativní pík může být vyhodnocen stejně jako 
ve stanovení přímou detekcí. Nepřímá UV-VIS detekce je univerzální metoda detekce, ale 
poskytuje nižší citlivost než přímé metody. Detekční limit může být 10-100 krát nižší22. 
Princip je znázorněn na Obr. 5. 
  . 
Absorbující iont v základním elektrolytu se nazývá vizualizující ko-iont. Metoda nepřímé 
detekce, může sloužit pro snadnou a citlivou detekci mnoha anorganických a organických 
iontů23. Vizualizující ko-iont musí mít stejné znaménko náboje jako detekovaný iont. 
Nepřímá fotometrická detekce je náročná z hlediska volby vhodného vizualizujícího ko-
iotu25. Tento iont by měl mít dostatečně velký molární absorpční koeficient (při vlnové délce 
dostatečně vzdálené od oblasti kdy absorbují analyty a chirální selektor), pro zajištění dobré 
citlivosti metody. 
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Obr. 5: Schematické znázornění principu nepřímé fotometrické detekce v CZE22 
 
Princip nepřímé fotometrické detekce je použit v jednoúčelovém přístroji, který je 
navrhován pro účely mlékárenského průmyslu. Pro tento účel byl vytipován soubor barviv, 
které absorbují v UV-VIS oblasti. Použití těchto indikátorů by eliminovalo jakékoli problémy 
s absorpcí do 300 nm (hranice absorpce vankomycinu). Tato barviva, však doposud nebyla 
v elektroforéze užívána, proto je účelné posoudit, jak jsou vlastnosti těchto barviv 
kompatibilní s jejich použitím jako absorbujícího aniontu  pro nepřímou fotometrickou. 
detekci. 
2.7 Charakteristika vankomycinu 
Jak plyne z předchozích kapitol, bude ověřován vankomycin z hlediska aplikovatelnosti 
při nepřímé fotometrické detekci v kapilární elektroforéze. S tímto ohledem je uvedena jeho 
charakteristika.  
Vankomycin se projevil jako mimořádně vhodný pro separaci různých organických 
aniontů, tzn. i aniontů karboxylových kyselin v technice kapilární elektroforézy24. Je 
stabilnější, má větší rozlišovací schopnost a účinnost při separacích, než cyklodextriny. 
Důvodem jeho dobré interakce s řadou látek je, že ve své struktuře obsahuje 18 stereogenních 
center a funkční skupiny různé povahy (karboxylová, amino- a amidoskupina, hydroxylové 
skupiny, aromatické kruhy apod.). Chemická struktura je na Obr. 6 a vlastnosti shrnuje Tab 3. 
Díky přítomnosti 3 makrocyklických kruhů a dvou postranních řetězců vytváří vankomycin 
v roztoku tvar připomínající koš. Ten umožňuje částečnou inkluzní komplexaci se 
separovanými enantiomery. Vankomycin je velmi dobře rozpustný ve vodě a polárních 
organických rozpouštědlech, takže je často využíván jako chirální selektor v CZE, v kyselých 
pracovních elektrolytech (v rozmezí pH 3 až 6). Velmi silně absorbuje UV záření v intervalu 
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od 190 do 260 nm25 (dle jiného publikovaného spektra20 až do 300 nm). To mu dává možnost 
jeho užití při nepřímé fotometrické detekci s karboxylovými kyselinami analyzovanými v této 
práci. Vzhledem k vlastnosti vankomycinu silně se v kyselém prostředí sorbovat na stěnu 
nepokryté křemenné kapiláry, je nutno ji kovalentně pokrýt – nejlépe polyakrylamidem, 
případně využít techniky částečného plnění kapilár, kdy se vankomycin eliminuje 
z detekčního okénka. Vzhledem k jednoduchosti provedení je zvolen postup s  použitím 
kovalentně pokryté kapiláry polyakrylamidem. 
 
 
Obr. 6: Struktura vankomycinu26 
  
Tab. 3: Publikované vybrané vlastnosti vankomycinu
26
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité přístroje a pomůcky 
– Analytické váhy HR – 120, A&D Instruments LTD, Itálie, s přesností 0,1 mg 
– pH metr InoLab pH Level 2, WTW GmbH, Německo 
– ultrazvuková vana K-5, Kraintek s.r.o., Slovensko  
– jednorázové mikrofiltry Minisart RC s velikostí pórů 0,45 µm, Sartorius AG, Německo 
– dvoupaprskový UV-VIS spektrofotometr Unicam UV 500, Thermo Spectronic, USA 
– laboratorní elektroforetická sestava využívající k detekci UV-VIS spektrofotometr 
JASCO 875 pro LC (JASCO, Japonsko) přizpůsobený pro experimenty s kapalinovým 
termostatem tavených křemenných kapilár – dále uváděno v textu jako laboratorní 
CZE-sestava 
– Agilent CE (Agilent Technologies, Německo) spojený s detektorem diodového pole, 
pracující v rozsahu 190 do 600 nm – dále v textu uváděn jako Agilent CE 
– Křemenné tavené kapiláry – MicroSolv Technology Corporation, Long Branch, NJ, 
USA: 
- nepokrytá kapilára – ID = 75 µm, l = 0,437 m, L = 0,55 m,  
- kapilára pokrytá polyakrylamidem – ID = 75 µm, l = 0,402 m, L = 0,485 m,  
- kapilára pokrytá polyakrylamidem – ID = 75 µm, l = 0,459 m, L = 0,542 m,  
– software CSW v. 1.7, DataApex s.r.o., Česká Republika 
– běžné laboratorní sklo, nádobí a pomůcky 
3.2 Použité chemikálie 
– Eosin ve vodě rozpustný, Lachema n.p., Československo 
– Thymolová modř, Společnost pro chemickou a hutní výrobu, Československo 
– Eosin rozpustný v alkoholu, Lachema n.p., Československo 
– Červeň kresolová, Lachema - Spolana n.p., Československo 
– Červeň bromfenolová, Lachema n.p., Československo 
– Alizarinová Červeň S, Společnost pro chemickou a hutní výrobu, Československo 
– Methylčerveň sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie, Německo 
– Červeň chlorfenolová, Lachema n.p., Československo 
– Modř bromfenolová, Lachema n.p., Československo 
– Erythrosin B dvojsodná sůl pro mikro, Lachema n.p. Československo 
– DL-β-Hydroxymáselná kyselina sodná sůl, 98%, Sigma-Aldrich, Švýcarsko 
– DL-Kyselina mléčná, Fluka Chemie AG, Švýcarsko 
– Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), 99% SERVA Electrophoresis GmbH, 
Německo 
– L-Histidin, Sigma-Aldrich, Chemie, Německo 
– Mesityloxid, Fluka Chemie AG, Švýcarsko 
– kyselina Pikrová,98% s 35% H2O, Sigma-Aldrich, Chemie, Německo 
– destilovaná deionizovaná voda 
– MES (4-Morpholinethansulfonová kyselina), 99%, Sigma-Aldrich, Chemie, Německo 
– MOPSO (3-Morpholin-2-hydroxypropansulfonová kyselina), 99%, Sigma-Aldrich, 
Chemie, Německo 
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– EPPS (N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N′-(3-propansulfonová kyselina)), 995%, Sigma-
Aldrich, Chemie, Německo 
– Kyselina octová 100%, Fluka Chemie AG, Švýcarsko 
– Hydroxid sodný, p.a., Lachema s.p., Česká Republika 
– Methanol - 99%, Sigma-Aldrich, Chemie, Německo 
3.3 Pracovní postupy 
3.3.1 Příprava roztoků  
Roztoky indikátorů pro měření optických absorpčních spekter v UV-VIS oblasti 
25 cm3 zásobního 2 mM roztoku indikátorů bylo připraveno rozpuštěním navážek 
v převařené deionizované vodě. V případě malé rozpustnosti indikátoru byl přidán 4 M NaOH 
(množství uvedeno v Tab. 4). Z těchto zásobních roztoků indikátorů byly naředěny dvě sady 
roztoků  deionizovanou vodou na koncentraci uvedenou v Tab. 5 a tyto sady roztoků byly 
potenciometricky dotitrovány na pH 7 a 8 pomocí roztoků 4 M NaOH,nebo 1 M HCl. 
Roztoky pro slepý vzorek při spektrofotometrickém stanovení byly připraveny 
z deionizované vody, přídavkem 4 M NaOH na pH 7 a 8. 
 
Tab. 4: Množství 4 M NaOH, přidaného pro rozpuštění indikátorů 
Název indikátoru V (µl) 4 M NaOH  
1) Alizarinová červeň S (Na-sůl) 0 
2) Bromfenolová červeň 25 
3) Erythrosin B (2-Na-sůl) 0 
4) Chlorfenolová červeň 10 
5) Eosin (rozpust.v alkoholu)* 15 
6) Eosin (rozpust.ve vodě) 0 
7) Bromfenolová modř 20 
8) Kresolová červeň 30 
9) Thymolová modř 60 
10) Methylčerveň (Na-sůl) 0 
* pro rozpuštění přidáno 1,8 ml čistého EtOH k vodnému roztoku indikátoru 
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Tab. 5: Výsledné koncentrace roztoků indikátorů.pro měření optických spekter 
Název indikátoru c (mM) 
1) Alizarinová červeň S (Na-sůl) 0,04997
2) Bromfenolová červeň 0,00800
3) Erythrosin B (2-Na-sůl) 0,00762
4) Chlorfenolová červeň 0,00796
5) Eosin (rozpust.v alkoholu)* 0,00769
6) Eosin (rozpust.ve vodě) 0,00769
7) Bromfenolová modř 0,00769
8) Kresolová červeň 0,00768
9) Thymolová modř 0,00775
10) Methylčerveň (Na-sůl) 0,00792
 
Roztoky indikátorů pro měření elektroforetických mobilit  
Navážky indikátorů pro přípravu 25 cm3 zásobního 2 mM roztoku byly rozpuštěny 
v deionizované vodě. U vzorků s malou rozpustností byl přidán 4 M NaOH (množství 
uvedeno v Tab. 6). Připravené roztoky byly ponořeny do ultrazvukové lázně na 3 minuty a 
přefiltrovány přes mikrofiltry. 
Byly připraveny 1mM roztoky pro analýzy, rozpuštěním zásobního roztoku indikátoru 
v prostředí voda + základní elektrolyt (1:1). 
 
Tab. 6 : Množství 4 M NaOH, přidaného pro rozpuštění indikátorů 
Název indikátoru V (µl) 4M NaOH  
1) Alizarinová červeň S (Na-sůl) 0 
2) Bromfenolová červeň 40 
3) Erythrosin B (2-Na-sůl) 0 
4) Chlorfenolová červeň 20 
5) Eosin (rozpust.v alkoholu)* 10 
6) Eosin (rozpust.ve vode) 0 
7) Bromfenolová modř 20 
8) Kresolová červeň 30 
9) Thymolová modř 60 
10) Methylčerveň (Na-sůl) 0 
* pro rozpuštění přidáno 2,0 ml čistého EtOH k vodnému roztoku indikátoru 
 
Roztoky pro měření elektroforetických mobilit indikátorů  
Navážky jednotlivých zwitteriontových biologických pufrů, pro přípravu 15 mM zásobních 
roztoků, byly rozpuštěny v deionizované vodě. Jejich pH bylo potenciometrickou titrací 
nastaveno pomocí 4 M NaOH na pH 6 - 9 dle Tab. 7. Před použitím byly roztoky ponořeny 
na 3 minuty do ultrazvukové lázně a filtrovány přes mikrofiltry. 
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Tab. 7: Použité základní elektrolyty a jejich pH  
Biologický pufr použitý jako základní 
elektrolyt 
pH zakladního 
elektrolytu 
MES 6 
MOPSO 7 
EPPS 8 
EPPS 9 
 
Roztoky pro achirální a chirální separaci vybraných kyselin kapilární elektroforézou 
Pro achirální separace organických kyselin byl připraven základní elektrolyt o následujícím 
složení: 10 mM vodný roztok kyseliny pikrové byl nastaven potenciometrickou titrací na pH 
7,2 pomocí Tris. Pro titraci základního elektrolytu na pH 6 byl použit histidin. Před použitím 
byly roztoky vloženy na 3 minuty do ultrazvukové vodní lázně a poté přefiltrovány 
mikrofiltrem. 
Pro chirální separace organických kyselin byly připraveny dva zásobní roztoky základních 
elektrolytů, které obsahovaly  10 mM kyselinu pikrovou rozpuštěnou ve vodě. K prvnímu 
zásobnímu roztoku kyseliny pikrové byl přidán chirální selektor (vankomycin) o koncentraci 
1 mM. Ke druhému zásobnímu roztoku kyseliny pikrové byl přidán chirální selektor 
(vankomycin) o koncetraci 2mM. Oba roztoky základních elektrolytů pak byly titrovány vždy 
na pH 7,2 (Trisem) a na pH 6 (histidinem). Před použitím byly roztoky základního elektrolytu 
ponořeny na 3 minuty do ultrazvukové vodní lázně a poté filtrovány přes mikrofiltry. 
Při přípravě základního elektrolytu s obsahem methanolu, bylo potřebné množství methanolu 
pipetováno přímo do vialky se základním elektrolytem. 
Příprava roztoků kyseliny mléčné a β-hydroxymáselné 
Pro achirální a chirální analýzy byl připraven 1 mM zásobní roztok kyseliny mléčné jejím 
rozpuštěním v deionizované vodě. Vodný zásobní roztok kyseliny mléčné byl 
pro elektroforetické experimenty dále ředěn na výslednou koncentraci 0,1 a 0,01 mM, 
deionizovanou vodou.  
Zásobní roztok kyseliny β-hydroxymáselné o koncentraci 2 mM, byl připraven 
rozpuštěním navážky v deionizované vodě. K analýzám byl zásobní roztok ředěn v prostředí 
voda + základní elektrolyt (1:1) na výsledné koncentrace 1 mM a 0,1 mM 
3.3.2 Měření optických absorpčních UV-VIS spekter indikátorů 
Optická absorpční spektra vzorků indikátorů byla proměřena pomocí UV-VIS 
spektrofotometru, v křemenné kyvetě (optická délka 1 cm), v rozsahu vlnových délek od 160 
do 900 nm. Jako referenční kapalina – slepý vzorek, byla použita deionizovaná voda 
nastavená na pH shodné se vzorkem. 
3.3.3 Měření elektroforetických mobilit indikátorů kapilární elektroforézou 
Měření probíhalo pomocí laboratorní CZE-sestavy, v nepokryté kapiláře (vnitřní průměr 
75 µm, separační délka 0,437 m, celková délka 0,55 m). Separační napětí vložené na kapiláru 
bylo -20 kV. Kapilára byla termostatována kapalinou na 25°C. Dávkování probíhalo 
hydrodynamicky (rozdílem hladin). Před prvním měřením byla kapilára promyta 15 minut 
4 M NaOH, 10 minut H2O a 15 minut základním elektrolytem. Při změně základního 
elektrolytu o jiném pH byla kapilára promyta jako před prvním měřením. Po devíti nástřicích 
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vzorku byl vyměněn základní elektrolyt a kapilára byla promyta 5 minut deionizovanou 
vodou a 5 minut příslušným základním elektrolytem. Mesityloxid byl přidán ke vzorku jako 
marker elektroosmózy. 
3.3.4 Analýzy kyseliny mléčné a β-hydroxymáselné kapilární elektroforézou 
Obě organické kyseliny byly analyzovány pomocí přístroje Agilent CE v pokrytých 
kapilárách. Separační napětí vložené na kapiláry bylo vždy -20 kV. Kapilára byla 
termostatována vzduchem na teplotu 25 °C. Měření probíhalo při nepřímé fotometrické 
detekci, s detekční vlnovou délkou 385 nm. Před prvním měřením byly kapiláry promývány 
10 minut H2O a 3 minuty základním elektrolytem. Nástřik vzorků a promývání kapiláry 
probíhalo při tlaku 50 mbar. 
Ke analýze kyseliny DL-mléčné byla použita kapilára pokrytá polyakrylamidem o vnitřním 
průměru 75 µm, separační délce 0,402 m a celkové délce 0,485 m. K analýzám kyseliny  
DL-β-hydroxymáselné byla použita kapilára pokrytá polyakrylamidem o vnitřním průměru 75 
µm, separační délce 0,459 m a celkové délce 0,542 m. 
3.3.5 Použité metody a výpočty při zpracování výsledků27, 
Výsledky byly zpracovány pomocí software Microsoft Office Excel 2003.  
Aritmetický průměr z n naměřených výsledků byl počítán pomocí funkce „PRUMER“ 
Směrodatná odchylka opakovatelnosti z n výsledků byla stanovena funkcí „SMODCH“ 
Relativní směrodatná odchylka, v této práci vyjadřující opakovatelnost migračních časů 
byla stanovena dle vztahu, kde sr je relativní směrodatná odchylka, s je směrodatná odchylka 
z n stanovení a x je aritmetický průměr naměřených výsledků. :  
(%)100.
x
ssr =  (1) 
Interval spolehlivosti (IS), byl počítán pro hladinu významnosti  α = 0,95, pomocí funkce 
„CONFIDENCE“. Výsledky jsou pak uváděny ve tvaru µ = x  ± IS. 
 
Výpočet elektroforetických  mobilit28:  
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µapp (10-9m2V-1s-1) – zdánlivá elektroforetická mobilita sledovaného analytu zjištěná 
z příslušného migračního času zóny tm (s); při dané separační délce kapiláry l (m), celkové 
délce kapiláry L (m) a vloženém separačním napětí na kapiláry U  (V) 
  µeof, (10-9m2V-1s-1) elektroosmotický koeficient určený z migračního času t0 (s) nenabité 
částice;  při dané separační délce kapiláry l (m), celkové délce kapiláry L (m) a vloženém 
separačním napětí na kapiláry U  (V). 
 eofappeff μμμ −=  (4) 
µeff –  efektivní mobilita sledovaného iontu (10-9m2V-1s-1) 
 
Výpočet absorpčního koeficientu - Lambert-Beerův zákon
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: 
 
l
AcclA
.
.. εε =⇒=  (5) 
A – změřená absorbance (bezrozměrná), c – molární koncentrace (mol.l-1), ε molární 
absorpční (extinkční) koeficient (L.mol-1.cm-1), l – optická délka kyvety (cm) 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Volba a testování aniontů vhodných pro nepřímou fotometrickou detekci 
4.1.1 Výběr aniontových sloučenin 
Sloučeniny musí splňovat podmínky umožňující separovat vybrané karboxylové kyseliny 
vybraným chirálním selektorem a stanovení analytů nepřímou fotometrickou detekcí. 
To znamená, že musí mít dostatečně vysoký absorpční koeficient, při poloze vlnové délky 
dostatečně vzdálené od oblasti, kdy absorbuje vankomycin (jako chirální selektor) a 
karboxylové kyseliny. Musí tvořit anionty a být dostatečně a stabilně disociovány v oblasti 
pH, kdy je vankomycin kationtem a zároveň separované karboxylové kyseliny jsou aniontem. 
Měly by zajišťovat robustní metodu, kdy by v uvedené oblasti pH neměly měnit svoje 
vlastnosti. Jejich elektroforetické mobility by neměly být příliš odlišné od stanovovaných 
analytů.  
Výběr látek vhodných jako vizualizující ko-ionty byl omezen na indikátory. Z dostupných 
zdrojů (výrobce chemikálií Sigma-Aldrich, SRN a firemního katalogu29), bylo vybráno 
na základě dostupných informací deset indikátorů. Výběrovými kritérii bylo aby se jednalo 
o velké molekuly, měly vlnovou délku absorpčního maxima (nad 300 nm), jejich pKa a pH 
oblast přechodu byla pod pH 6 (aby nad toto pH byly anionty). Indikátory vybrané k dalšímu 
posuzování shrnuje spolu s jejich vybranými publikovanými charakteristikami shrnuje Tab. 8. 
 
Tab. 8: Publikované charakteristiky vybraných indikátorů 
Název indikátoru pKa pH přechodu Mr (g/mol)7 
1) Alizarinová červeň S (Na-sůl) 5,40
30
  4,6-6,0
31
  364,24 
2) Bromfenolová červeň 6,16
31
 5,2-6,8
31
  512,18 
3) Erythrosin B (2-Na-sůl) 3,60
32
 3,0-4,07
7
 879,89 
4) Chlorfenolová červeň 6,25
31
 4,8-6,4
7
 423,27 
5) Eosin (rozpustný v alkoholu) 3,80
33
 2,5-4,5
7
 713,98 
6) Eosin (rozpustný ve vodě) 3,70
34
 2,5-4,5
7
  624,06 
7) Bromfenolová modř 3,98
31
 3,0-4,6
7
 669,96 
8) Kresolová červeň 8,00
31
   7,2-8,8
7
 a  0,2-1,8
7
 382,441 
9) Thymolová modř 1,65
35
 a  9,20
31
   1,2-2,8
7
 a  8,0-9,6
31
466,59 
10) Methylčerveň (Na-sůl) 5,00
31
 4,2-6,3
7
   291,28 
 
U vybraných indikátorů nebyly z publikací známé žádné jiné údaje, které by napomohly 
dalšímu výběru a posouzení jejich vhodnosti pro použití v kapilární elektroforéze ve spojení 
s nepřímou fotometrickou detekci. Zejména bylo nutno zjistit oblasti pH, v nichž se ionizace 
těchto barevných indikátorů nemění a nemění zde tak svá spektra. Dále bylo nutno změřit 
elektroforetické mobility aniontů barviv (v oblasti kde jsou pH nezávislé). Dostupná literatura 
tyto informace neposkytuje, takže se musela zjistit experimentálně. Na základě výsledků 
se vybrala potenciálně vhodná barviva.  
Při celkovém posouzení použitelnosti vybraných indikátorů, jako vizualizující ko-ionty, 
byly posouzeny především změny elektroforetických mobilit v závislosti na pH. Jejich 
zamýšlené použití pro dostatečně robustní metodu, vyžaduje jejich nezávislost na pH. Dále se 
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zohlednila velikost jejich molárních absorpčních koeficientů, z hlediska získání dostatečně 
velké citlivosti a též robustnosti ke změnám pH. 
4.1.2 Meření optických absorpčních spekter indikátorů 
Měření optických spekter má informativní charakter, pro představu o jejich optických 
vlastnostech využitelných ve fotometrické detekci. Pro tyto účely byla změřena spektra 
roztoků indikátorů nastavená na pH 7 a 8. Vzhledem k závislosti absorbance na koncentraci, 
byly pro účely srovnání spočítány molární absorpční koeficienty. Tyto vlastnosti slouží 
k doplnění celkového posouzení použitelnosti, vycházející z toho zda se mění vlnová délka 
maxima absorbance a absorpční koeficienty v závislosti na změně pH. Zároveň podává 
informaci o velikosti absorpčních koeficientů při maximální hodnotě absorbance, využitelnou 
při volbě indikátoru jako vizualizujícího ko-iontu, s ohledem na citlivost detekce.. Toto 
měření neslouží ke konečnému výběru vhodných aniontových indikátorů, ale spíše 
pro dokreslení celkových vlastností.  
 
Postupem uvedeným v 3.3.2, byla změřena optická absorpční spektra roztoků indikátorů 
při pH 7 a 8. Optická spektra indikátorů jsou uvedena v příloze. Ze spekter byly zjištěny 
absorbance, a jim odpovídající vlnové délky. (viz. přílohy Tab. 13 a 14). Z naměřených dat 
byly počítány molární absorpční,koeficienty dle vztahu (4), jejichž hodnoty jsou uvedeny 
v Tab. 9. 
 
Tab. 9: Maximální absorpční koeficienty při pH 7 a 8.  
Název indikátoru   λmax /nm/ ε (L·mol−1·cm−1) 
    pH 7 pH 8 
1) Alizarinová červeň (Na-sůl) 261,0 11 847,8 12 108,0 
2) Bromfenolová červeň 575,0 33 886,9 48 392,0 
3) Erythrosin B (2-Na-sůl) 519,0 37 122,9 53 126,4 
4) Chlorfenolová červeň 575,0 7 788,9 9 547,7 
5) Eosin (rozpustný v alkoholu) 518,0 71 108,0 72 018,0 
6) Eosin (rozpustný ve vodě) 518,0 51 224,9 63 056,1 
7) Bromfenolová modř 590,0 65 126,1 59 926,4 
8) Kresolová červeň 434,0 15 878,3 15 097,4 
9) Thymolová modř 434,0 8 259,6 8 259,6 
10) Methylčerveň (Na-sůl) 431,0 17 039,9 19 185,6 
 
Spektra ukazují, že u indikátorů nedochází k posunu polohy vlnové délky maxima 
absorbance při změně pH ze 7 na 8. Z Tab. 9 plyne, že molární absorpční koeficient většiny 
sledovaných látek roste se zvýšením pH. Výjimkou je bromfenolová modř a kresolová červeň, 
které mají vyšší absorpční koeficient při nižším pH. 
Nevhodná, jako absorbující iont, se jeví alizarinová červeň, která má vlnovou délku 
maxima absorbance 261 nm, což se překrývá s absorpční oblasti vankomycinu, jako 
chirálního selektoru. Jako méně vhodné z hlediska nízkých absorpčních koeficientů, se 
ukazují být : chlorfenolová červeň, thymolová modř, kresolová červeň a methylčerveň.  
Podle molárního absorpčního koeficientu při maximální absorpci záření, který podává 
letmou informaci o citlivosti detekce, tyto indikátory lze v principu použít ale za cenu nižší 
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citlivosti detekce. Jako nejvhodnější pro další použití z hlediska optických vlastností se jeví 
eosin rozpustný v alkoholu, který má absorpční koeficient, při velké vlnové délce, dostatečně 
vysoký a nejeví rozdíl při změně pH.    
Z těchto informací nelze zatím rozhodnout, který indikátor může být použit pro nepřímou 
fotometrickou detekci v širší oblasti pH.  
4.1.3 Měření elektroforetických mobilit indikátorů 
Ke konečnému posouzení vhodnosti nebo nevhodnosti vybraných indikátorů slouží měření 
jejich elektroforetických mobilit v různých oblastech pH. Toto měření by mělo eliminovat i 
možné experimentální chyby (např. v přípravách roztoků) při měření optických spekter. 
U měření spekter bylo nutné každý roztok připravovat a nastavovat na určené pH samostatně, 
zde bylo stabilní pH roztoků zajištěno základním elektrolytem, do kterého byly analyty 
nastřikovány. Měření elektroforetických mobilit bude provedeno při pH 6, 7, 8 a 9. Tato 
oblast pH byla volena s ohledem na oblast pH pro které jsou určeny, dále jejich pKa hodnot a 
oblast pH použití chirálního selektoru a karboxylových kyselin. Při těchto pH by indikátory 
měly být dostatečně disociovány a neměly by svůj stupeň ionizace již měnit. Tím pádem 
by se elektroforetické mobility indikátoru při různých pH neměly od sebe ve větší míře 
odlišovat. Pokud by experimenty prokázaly mezi mobilitami daného indikátoru větší rozdíly 
(než jsou běžné odchylky experimentálních chyb), byl to důvod pro jeho vyřazení.  
Jako základní elektrolyt pro měření elektroforetických mobilit indikátorů byly zvoleny 
zwitteriontové biologické pufry, zajišťující stabilní pH v oblastech uvedených v Tab. 10. Tyto 
pufry budou nastaveny pomocí NaOH na požadované pH (dle druhu pufru který má v tomto 
pH pufrační schopnost). Tyto pufry budou použity jak pro přípravu prostředí vzorku, tak jako 
základní elektrolyty v CZE. Pro zajištění dostatečně vodivého prostředí je zvolena jejich 
koncentrace  pro účely základního elektrolytu 15 mM. 
  
Tab. 10: Přehled vybraných biologických pufrů a jejich záklaních charakteristik36. 
Název pufru oblast pH pKa Strukturní vzorec 
MOPSO 6,2 – 7,6 6,9 
 
MES 5,5 – 6,7 6,1 
 
EPPS 7,3 – 8,7 8 
 
 
Měření probíhalo za podmínek uvedených v 3.3.3. Každý nástřik vzorku byl proveden 
třikrát. Z elektroforeogramu byly zjištěny migrační časy aniontu indikátoru a mesityloxidu a 
byla spočítána efektivní mobilita indikátoru (µeff), dle vztahu (3) a interval spolehlivosti. 
Měření probíhalo v prostředí o pH 6, 7, 8 a 9, zajištěného nastavením základního elektrolytu 
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na dané pH dle 3.3.1. Detekce analytů probíhala přímou fotometrickou detekcí, při vlnové 
délce udané v Tab. 11 (údaj λ). Vlnová délka byla volena s ohledem na přidávaný mesityloxid 
(absorbující v oblasti kolem 250 nm), tak aby bylo možno zachytit jak mesityloxid (nenabitá 
částice) pro určení elektroosmózy, tak i stanovovaný aniont indikátoru. 
Výsledky elektroforetických mobilit indikátorů, při různých pH základního elektrolytu a 
vlnovou délku při které byly detekovány shrnuje Tab. 11. 
 
Tab. 11: Elektroforetické efektivní mobility indikátorů při různých hodnotách pH 
základního elektrolytu a vlnová délka při níž byly detekovány 
μeff  /.10-9m2V-1s-1/ 
Název indikátoru pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 λ 
1) Alizarinová červeň S * * * -40,0 ± 1,4 261 
2) Bromfenolová červeň -26,8 ± 0,2 -29,4 ± 0,1 -31,3 ± 0,2 -28,9 ± 0,1 281 
3) Erythrosin B -34,8 ± 0,4 -30,2 ± 0,2 -31,1 ± 0,1 -28,4 ± 0,1 255 
4) Chlorfenolová červeň -26,6 ± 0,3 -29,0 ± 0,1 -32,8 ± 0,1 -29,1 ± 0,2 274 
5) Eosin rozpustný 
v alkoholu -34,3 ± 0,2 -30,7 ± 0,3 -29,3 ± 0,2 -29,0 ± 0,1 253 
6) Eosin rozpustný 
v H2O -33,5 ± 0,2 -30,1 ± 0,2 -28,8 ± 0,0 -29,0 ± 0,2 253 
7) Bromfenolová modř -32,6 ± 0,2 -28,6 ± 0,3 -29,7 ± 0,0 -27,6 ± 0,0 307 
8) Kresolová červeň -18,4 ± 0,2 -18,3 ± 0,2 -21,0 ± 0,0 -27,0 ± 0,1 270 
9) Thymolová modř -16,4 ± 0,0 -16,3 ± 0,0 -16,8 ± 0,0 -20,8 ± 0,1 275 
10) Methylčerveň -19,0 ± 0,1 -19,7 ± 0,1 -20,1 ± 0,0 -19,3 ± 0,2 257 
* - nebylo možno stanovit 
 
Elektroforetické mobility, jako přísnější ukazatel vhodnosti použití vybraných aniontových 
indikátorů při nepřímé fotometrické detekci, vykazovaly nejmenší rozdíly v závislosti na pH 
u : methylčerveň, bromfenolová červeň a chlorfenolová červeň. Tyto indikátory se jeví jako 
nejvhodnější pro použití z hlediska jejich elektroforetických vlastností. Elektroforetické 
mobility u ostatních indikátorů vykazovaly vyšší rozdíly. Mobilita většiny indikátorů se lišila 
do 10% relativní směrodatné odchylky (což je přijatelné pro jejich použití) Pouze kresolová 
červeň vykazovala celkovou odchylku 16%. Odlišné hodnoty mobilit této sloučeniny 
při měřených pH jsou způsobena její změnou disociace v  této pH oblasti (její pKa je 8,0) a je 
použitelná až při hodnotách pH pod 6, nebo nad pH 10.  
Z hlediska elektroforetických vlastností jsou vhodné pro použití jako základní elektrolyt 
v kapilární elektroforéze s nepřímou fotometrickou detekcí, s ohledem na potřebnou 
robustnost metody v širší oblasti pH, všechny testované látky kromě kresolové červeni a 
alizarinové červeni S. U ní nebylo možné stanovit její elektroforetickou mobilitu při nižším 
pH než 10.  
Pro účely chirálních separací vybraných kyselin při použití vankomycinu, jako chirálního 
selektoru je uvažováno pH okolo 6. V této oblasti pH je vankomycin kationtem a může tak 
interagovat s analytem. U nepřímé fotometrické detekci je nutno vzít v úvahu jeho absorpční 
oblast (do 300 nm). Z celkového posouzení elektroforetických a optických vlastností 
indikátorů se jako nejvhodnější jeví: eosin rozpustný v alkoholu a bromfenolová modř. Použít 
lze, avšak za cenu nižší detekční citlivostí detekce: methylčerveň a chlorfenolová červeň. 
Zásadně nevhodná byla shledána alizarinová červeň a kresolová červeň. 
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4.2 Achirální a chirální separace vybraných kyselin kapilární elektroforézou 
4.2.1 Volba podmínek pro chirální separace vybraných kyselin 
Základním úkolem bylo rozhodnout, zda lze aplikovat vybraný chirální selektor 
pro chirální separace vybraných kyselin ve spojitosti s nepřímou fotometrickou detekcí a 
případně určit zda pro něj byly vhodné podmínky (složení základního elektrolytu). 
Z přehledu dosavadních publikací v kapitole 2.5 vyplynulo, že byl ověřován vankomycin 
pro separaci kyseliny mléčné. Stejné zvolené podmínky byly aplikovány i na kyselinu β-
hydroxymáselnou.  
Výběr základního elektrolytu 
Jelikož  kyseliny mléčná a β-hydroxymáselná, neobsahují ve své struktuře žádný vhodný 
chromofor pro citlivou přímou fotometrickou detekci, byla volena detekce nepřímá. 
Pro přípravu základního elektrolytu, jako vizualizující ko-iont, byla zvolena kyselina pikrová, 
která se často používá při analýzách kapilární elektroforézou. Vyhovuje účelům nepřímé 
fotometrické detekce pro chirální separace vybraných kyselin vankomycinem jako chirálním 
selektorem, z hlediska optických vlastností. Má dostatečně velký molární absorpční 
koeficient, při vlnové délce absorpčního maxima (354 nm)36. To je dostatečně odlišné 
od oblasti kdy absorbují chirální selektor (do 300 nm) a karboxylové kyseliny (okolo 210 
nm). Tím je eliminována nevýhoda makrocyklických antibiotik, že absorbují UV světlo. 
Vankomycin a karboxylové kyseliny se tak jeví jako opticky transparentní.   
Protože vankomycin v prostředí pod pH 7,5 získává kladný náboj28, bylo pro interakce 
s analytem (aniont kyselin) zvoleno pH 7,2. Kyselina pikrová (pKa = 0,7089) je v tomto pH 
aniontem. Pro nastavení pH na potřebnou hodnotu je použit Tris, který v tomto pH má 
pufrační schopnost. Koncentrace kyseliny pikrové ve vodě byla zvolena 10 mM, pro zajištění 
dostatečně vodivého prostředí. 
 
Podmínky analýz jsou popsány v 3.3.4. Roztoky pro analýzy byly připravovány podle 
3.3.1. 
4.2.2 Analýzy kyseliny mléčné 
Byla provedena analýza kyseliny DL-mléčné bez přídavku chirálního selektoru. Sloužila 
pro kontrolu čistoty a ověření možnosti tuto kyselinu detekovat a určit její efektivní mobilitu 
ve zvoleném systému (základní elektrolyt dle 3.3.1). Každý nástřik byl opakován třikrát. 
Pro ověření, že pík na elektroforeogramu patří skutečně kyselině DL-mléčné, byly 
nastřikovány vzorky s různou koncentrací této kyseliny (0,01 – 1 mM) a pozorovány změny 
velikostí zóny analytu. 
Následně byly zkoušeny separace se základním elektrolytem obsahující chirální selektor 
vankomycin. Při analýze bylo sledováno chirální rozlišení L- a D- enantiomeru této kyseliny. 
Pro spolehlivou identifikaci separace této kyseliny na elektroforeogramu byla zvolena její 
koncentrace 0,1 mM (nejlépe detekovaná při analýzách bez přídavku chirálního selektoru). 
Nástřiky byly opakovány třikrát, s promytím mezi analýzami základním elektrolytem 
s chirálním selektorem. 
Achirální analýza této kyseliny je znázorněna na Obr. 7. Ukázka chirální separace 
je na Obr. 8. Odpovídající migrační časy a mobility, spočítané dle vztahu (3), při chirálních 
separacích a analýzách bez chirálního selektoru jsou v Tab. 12.. 
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Obr. 7: Achirální analýza kyseliny DL-mléčné (0,01 mM ve vodě). pro kontrolu čistoty. 
Nepřímá detekce při 385 nm. Základní elektrolyt: kys. pikrová (10 mM ve vodě), pH 7,2 
nastaveno Tris,. Kapilára:  pokrytá polyakrylamidem, ID = 75 µm, efektivní délka 40,2 cm, 
celková délka 48,5, U = 20 kV 
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Obr. 8: Chirální separace kyseliny DL-mléčné (0,1 mM ve vodě). Nepřímá detekce při 
385 nm. Základní elektrolyt: kys. pikrová (10 mM ve vodě) + Vankomycin (1 mM), pH 7,2  
nastaveno Tris, Kapilára:  pokrytá polyakrylamidem, ID = 75 µm, efektivní délka 40,2 cm, 
celková délka 48,5, separační napětí 20 kV.  
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Tab. 12: Migrační časy analytu a efektivní mobility vzorků kyseliny DL-mléčné. 
Druh separace tm (min)  µeff (10-9m2V-1s-1)
Achirální separace 4,996 32,52 
4,996 32,52 Chirální separace 
5,041 32,23 
 
DL-kyselinu mléčnou se podařilo částečně rozseparovat na enantiomery, nejlépe 
v prostředí  základního elektrolytu tvořeného kys. pikrovou (10mM) s vankomycinem.(1mM) 
nastaveného na pH 7,2 pomocí Tris. Při opakovaných nástřicích se postupně zóny analytu D- 
a L- izomeru ztrácely v základní linii. Při promytí kapiláry roztokem základního elektrolytu 
bez chirálního selektoru a následně elektrolytem s vankomycinem se podařilo opět detekovat 
částečně chirálně rozlišené izomery této kyseliny. 
Separace vankomycinem jako chirálním selektorem ve zvoleném základním elektrolytu je 
tedy možná. Pro zlepšení separace je třeba navrhnout a experimentálně ověřit změnu 
podmínek (např. koncentrace základního elektrolytu a chirálního selektoru, přídavek 
konkurenčního činidla chirálnímu selektoru do základního elektrolytu). Pro nutnost úpravy 
podmínek a důkaz toho, že tyto úpravy mají smysl, slouží zjištění, že pro opakovatelnost 
chirálních separací bylo nutno kapiláru promýt základním elektrolytem. Poté byly získány 
stejně dobré výsledky separací jako při prvních nástřicích.  
4.2.3 Analýzy kyseliny β-hydroxymáselné 
Byly provedeny achirální analýzy kyseliny DL-β-hydroxymáselné v základním elektrolytu 
bez vankomycinu (dle 3.3.4), pro prokázání možnosti detekovat tuto kyselinu v daném 
systému, ověření její čistoty a určení elektroforetických efektivních mobilit. Každý nástřik byl 
opakován vícekrát. Pro spolehlivou identifikaci píků kyseliny DL-β-hydroxymáselné 
na elektroforeogramu byly zvoleny její různé koncentrace (0,01 - 1 mM) a pozorovány změny 
v rozměrech zóny analytu na elektroforeogramu. 
Chirální separace této kyseliny nebyly úspěšné. Na elektroforeogramu se objevoval 
nenaštěpený pík zóny analytu. Chirální separace se nepodařila ani po pozměnění pracovních 
podmínek (zvýšení koncentrace vankomycinu v základním elektrolytu, přídavek methanolu, 
jako konkurenta kyselině pikrové). Pro tuto kyselinu se zřejmě kyselina pikrová  nejeví jako 
vhodná pro volbu základního elektrolytu. Pravděpodobná příčina bude ve velké ochotě 
kyseliny pikrové tvořit iontové páry s vankomycinem, který je při používaných hodnotách pH 
v experimentech kationtem. Bude třeba experimentálně vyzkoušet jiné anionty, méně ochotně 
tvořící iontové páry. 
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5 ZÁVĚR 
Byl podán přehled, charakteristiky a význam chirálních separací vybraných kyselin 
v mléčných produktech. Byl popsán současný stav a metody stanovení těchto kyselin a z toho 
vyplývající význam a cíl této práce.  
Oblast aniontových barviv – indikátorů, pro výběr vhodného základního elektrolytu 
užitého při nepřímé fotometrické detekci, byla zúžena na vybraných 10 látek. U těchto 
indikátorů byly zjištěny jejich vybrané elektroforetické a spektrofotometrické vlastností. Byl 
získán dostatek údajů, pro další práci s těmito indikátory s ohledem na jejich použití 
při nepřímé  fotometrické detekci při chirálních separacích vybraných mlékárenských kyselin 
kapilární elektroforézou. Většina z nich byla shledána jako vhodná pro toto použití a je reálný 
předpoklad, že alespoň některý indikátor z vybraných deseti se osvědčí. 
Částečně se podařila chirální separace kyseliny mléčné. Ukázalo se, že kyselina pikrová, 
jako absorbující aniont pro tyto analýzy není příliš vhodná, ale jsou tu jisté předpoklady 
že úpravou experimentálních podmínek se může dosáhnout lepších účinnosti separace. 
S velkou pravděpodobností bude lepší účinnosti dosaženo při nahrazení kyseliny pikrové 
za jiný vizualizující iont.. 
Jako absolutně nevhodnou se kyselina pikrová ukázala při chirálních separacích kyseliny 
β-hydroxymáselné. Ukázalo se, že ani úprava experimentálních podmínek nemá vliv 
na separaci této kyeeliny. Jako možnou variantu je nahrazení kyseliny pikrové za jiné, 
již zmiňované anionty. 
Celá práce otevřela dveře dosud neznámé oblasti chirálních separací v kapilární 
elektroforéze a to ve spojitosti s nepřímou fotometrickou detekcí. Ukázalo se že tato cesta je 
úspěšná a stojí za to ji rozvíjet a následně aplikovat do rutinního provozu laboratoří zabývající 
se stanoveními kyselin mléčné a β-hydroxymáselné, pro jednoduchost instrumentálního 
uspořádání a možnost aplikovatelnosti na levnější a jednodušší laboratorní přístroje kapilární 
elektroforézy.a v konečném výsledku se tak může stát úsporným opatřením 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
c – molární koncentrace  
CE – kapilární elektroforéza 
CZR – kapilární zónová elektroforéza 
EU – Evropská unie 
ID – vnitřní průměr kapiláry 
IUPAC – mezinárodní společnost pro čistou a aplikovanou chemii 
l – separační (efektivní) délka kapiláry 
L – celková délka kapiláry 
ms – skutečně navážená hmotnost 
Mr – molární hmotnost 
MES – 4-Morpholinethansulfonová kyselina  
MOPSO – 3-Morpholin-2-hydroxypropansulfonová kyselina 
EPPS – N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N′-(3-propansulfonová kyselina 
µeff – efektivní elektroforetická mobilita 
UV-VIS – ultra fialová-viditelná oblast spektra  
WHO – světová zdravotnická organizace 
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8 PŘÍLOHY 
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Příloha 1.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 alizarinová červeň S (sodná 
sůl), vodné prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,04997 mmol/l. 
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Příloha 2.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 bromfenolová červeň, vodné 
prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,0080 mmol/l. 
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Příloha 3.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 erythrosin B (disodná sůl), 
vodné prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00762 mmol/l. 
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Příloha 3.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 chlorfenolová červeň, vodné 
prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00796 mmol/l. 
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Příloha 4.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 eosin (rozpustný v alkoholu = 
Ethyl eosin), vodné prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00769 mmol/l. 
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Příloha 5.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 eosin (rozpustný ve vodě = 
Eosin B), vodné prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00769 mmol/l. 
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Příloha 6.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 bromfenolová modř, vodné 
prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00769 mmol/l. 
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Příloha 7.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 kresolová červeň, vodné 
prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00768 mmol/l. 
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Příloha 8.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 thymolová modř, vodné 
prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00775 mmol/l. 
 
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
0,16
150 250 350 450 550 650 750
λ (nm)
A
bs
pH 7
pH 8
 
Příloha 9.: Optická absorpční spektra a vzorec indikátoru36 methylčerveň (sodná sůl), 
vodné prostředí,  nastaveno na pH  7 a 8,  koncentrace vzorků 0,00792 mmol/l. 
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Příloha 10.:  
Tab. 13: Nejvyšší absorbance, jejich vlnové délky a absorpční koeficienty rozotků 
indikátorů ve vodě,  nastaveno na  pH 8 
pH 8 
Název barviva   λmax /nm/ Abs ε (L·mol−1·cm−1) 
1) Alizarinová červeň S (Na-sůl) 261,0 0,605 12 108,0 
  334,0 0,169 3 382,2 
  517,0 0,120 2 401,6 
2) Bromfenolová červeň 575,0 0,387 48 392,0 
  299,0 0,074 9 253,3 
  370,0 0,047 5 877,1 
3) Erythrosin (2-Na-sůl) 519,0 0,405 53 126,4 
  251,0 0,189 24 792,3 
  302,0 0,089 11 674,7 
4) Chlorfenolová červeň 575,0 0,076 9 547,7 
  274,0 0,038 4 773,9 
5) Eosin (alkoholorozpustný) 518,0 0,554 72 018,0 
  253,0 0,214 27 819,2 
  301,0 0,090 11 699,7 
6) Eosin (vodorozpustný) 517,0 0,485 63 056,1 
  253,0 0,190 24 702,4 
  301,0 0,081 10 531,0 
7) Bromfenolová modř 590,0 0,461 59 926,4 
  308,0 0,097 12 609,2 
  377,0 0,051 6 629,6 
8) Kresolová červeň 434,0 0,116 15 097,4 
  270,0 0,063 8 199,5 
9) Thymolová modř 435,0 0,064 8 259,6 
  275,0 0,051 6 581,9 
10) Methylčerveň (Na-sůl) 430,0 0,152 19 185,6 
  259,0 0,071 8 961,7 
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Příloha 11.: 
Tab. 14: Nejvyšší absorbance, jejich vlnové délky a absorpční koeficienty rozotků 
indikátorů ve vodě,  nastaveno na  pH 7 
pH 7 
Název barviva   λmax /nm/ Abs ε (L·mol−1·cm−1) 
1) Alizarinová červeň S(Na-sůl) 261,0 0,592 11 847,8 
  334,0 0,154 3 082,0 
  516,0 0,098 1 961,3 
2) Bromfenolová červeň 575,0 0,271 33 886,9 
  281,0 0,064 8 002,8 
  376,0 0,045 5 627,0 
3) Erythrosin (2-Na-sůl) 519,0 0,283 37 122,9 
  255,0 0,139 18 233,5 
  302,0 0,068 8 920,0 
4) Chlorfenolová červeň 575,0 0,062 7 788,9 
  274,0 0,048 6 030,1 
5) Eosin (alkoholorozpustný) 518,0 0,547 71 108,0 
  253,0 0,208 27 039,2 
  301,0 0,089 11 569,7 
6) Eosin (vodorozpustný) 518,0 0,394 51 224,9 
  253,0 0,160 20 802,0 
  300,0 0,071 9 230,9 
7) Bromfenolová modř 590,0 0,501 65 126,1 
  307,0 0,111 14 429,1 
  378,0 0,060 7 799,5 
8) Kresolová červeň 434,0 0,122 15 878,3 
  270,0 0,063 8 199,5 
9) Thymolová modř 434,0 0,064 8 259,6 
  275,0 0,045 5 807,6 
10) Methylčerveň (Na-sůl) 431,0 0,135 17 039,9 
  257,0 0,055 6 942,2 
 
